











eukaryotes and  is  thought  to be mediating some of  the effects of dietary  restriction. mTOR  is a 
rheostat of energy sensing diverse inputs such as amino acids, oxygen, hormones, and stress and 
regulates  lifespan  by  tuning  cellular  functions  such  as  gene  expression,  ribosome  biogenesis, 




the  pathway’s  outputs  and  connectivity  is  paramount  towards  our  ability  for  genetic  and 
pharmacological interventions for healthy ageing and amelioration of age‐related disease. 




The nutrient‐sensing  and  evolutionarily  conserved mechanistic  target of  rapamycin  (mTOR) 
signalling pathway  is a pro‐ageing signalling hub regulating stress, growth and metabolism  from 
yeast  to human  [1–3]. The centrepiece of  the pathway  is  the phosphatidylinositol 3‐kinase‐related 
TOR serine/threonine kinase, firstly discovered  in budding yeast, that associate with two (in most 
eukaryotes),  structurally  and  functionally  distinct,  multiprotein  complexes  termed  TORC1  and 
TORC2 [1–4]. TORC complexes coordinate a plethora of basic cellular organisation and metabolism 
processes  (Figure  1A)  such  as  transcription,  translation,  autophagy,  metabolism,  as  well  as 
cytoarchitecture and have multiple interactions with other pathways, for instance the Insulin Growth 
Factor (IGF) and AMP‐activated protein kinase (AMPK) signalling pathways [3,5,6]. 
TORC1  is  shown  to  control global  translation  through  two distinct mechanisms. Firstly, via 
direct phosphorylation of the translation regulators eukaryotic initiation factor 4E‐binding protein 1 
(4E‐BP1)  [7,8]  and  ribosomal  protein  S6  kinase  1  (S6K1)  [9–13].  Secondly,  through  regulation  of 
transcription  (dependent  on  all  three RNA polymerases)  of  genes  coding  for  ribosomal proteins 
[1,9,14], ribosome biogenesis factors [15] and tRNAs  [16–20]. Apart from translation‐related genes 
TORC1 has major positive impact on gene expression related to growth and metabolism [2,18] and a 
negative  action  on  genes  coding  for  proteins  related  to  cellular  stress  [21–23].  Genetic  or 
pharmacological inhibition of mTOR activity stimulates autophagy, a conserved lysosomal catabolic 
pathway  controlling  the  degradation  and  turnover  of  macromolecules  and  organelles  and 
maintaining metabolic homeostasis at both  the  cellular and whole‐organism  level  [24,25]. On  the 
other hand, TORC2 has  reverse but  coordinated  roles  to TORC1  [4,26] and  is  implicated, among 




growth  factor‐dependent  and  ‐independent  fashion  [32].  These  effects  are  mediated  through 
phosphorylation of AGC kinase family members such as AKT, SGK1 and PKC [32]. Traditionally, 







Rapamycin Complexes  (TORC1 and TORC2) subunits  in various model organisms used  in ageing 
research. 
In  most  organisms,  mTOR  signalling  can  be  inhibited  by  rapamycin,  a  macrolide  from 
Streptomyces hygroscopicus bacteria  living within  the soil on  the Rapa Nui or Easter  Island  [34,35]. 




interventions  that  lower mTOR  activity  result  in  upregulation  of  stress  responses,  alteration  of 
mitochondrial  respiration  and  metabolism,  slower  ageing  rates  and  prolongment  of  lifespan 




the design of  interventions  that will  increase health  span  and  ameliorate mTOR‐dependent  age‐
related conditions. 
2. Lifespan Effects of mTOR through Regulation of Gene Transcription and Metabolism 
mTOR exerts many of  its effects  through  the regulation Pol  I, Pol  II and Pol  III  transcription 
realms  [5,40,41].  For  example,  TORC1  regulates  autophagy  partly  through  phosphorylation  and 
inactivation of the nuclear translocation of the transcription factor EB (TFEB) which controls genes 










Figure  2.  Transcription  factors  downstream  of  TORC1,  input  linked  to  their  action  and  cellular 
processes affected. 
2.1. GATA Factors, Maf1 and tRNA Gene Regulation Downstream of mTOR 








identification  of  transcription  factors  that  regulate  to  age‐related  genes  identified  elt‐2,  a  gene 
responsible  for  inducing  expression  of  intestinal  genes  during  embryogenesis.  Interestingly 
expression  of  ELT‐2  protein  decreases  during  ageing,  persistent  ELT‐2  expression  is  a  common 
feature  of  long‐lived  animals  [50]  and  is  found  to  be  required  for  TORC1‐dependent  lifespan 
extension in hypoxic conditions [51]. 
Nitrogen  is  a  limiting  element  required  for  fuelling  cellular growth  and  anabolic processes. 
Nitrogen utilization is employed by the alleviation of Nitrogen Catabolite Repression (NCR) which 
ensures the use of non‐preferential or alternative nitrogen sources when preferential sources are not 
available.  In  yeasts,  TORC1  has  been  linked  with  nitrogen  catabolite  repression  and  GATA‐
dependent transcription. When cells are cultured under nitrogen rich conditions TORC1 activation 
results in Gln3 and Gat1 cytoplasmic sequestration and transcription of genes required to scavenge 
poor nitrogen  sources  are highly  repressed. Pharmacological or nutritional  repression of TORC1 
leads  to PP2A‐dependent  translocation of Gln3  and Gat1  to  the nucleus  [52]. Fission  yeast Gat1 




implicated  in mating  and  sporulation)  [54,55]. Upregulated  genes  in  gaf1 mutant  cells  grown  in 
nitrogen‐rich medium are enriched in nitrogen starvation‐responsive genes Ste11 targets [54]. While 





[18].  Gene  expression,  DNA  binding  and  downstream  analyses  showed  that  Gaf1  defines  a 
transcriptional  control  of  protein  translation mechanism,  tuning  the  production  of  components 
required for protein translation according to mTORC1 activity. Importantly, the study showed that 










in  the budding yeast Saccharomyces  cerevisiae but not  its homologue mafr‐1  in C.  elegans prevents 
dietary  restriction or  caloric  restriction  to  extend  lifespan.  Interestingly, mafr‐1 deletion  increases 
stress tolerance and extends lifespan due to an enhancement of stress response, including oxidative 
stress response, mitochondrial unfolded protein response (UPRmt) and autophagy [62]. Recent data 
in  fission  yeast  suggest  that Maf1‐dependent  inhibition  of  tRNA  synthesis  controls  lifespan  by 
preventing genomic  instability  that arises at  tRNA genes  [63]. Overall, numerous studies provide 






zipper  transcription  factor  Gcn4  (in  yeast)  [64]  or  ATF4  (activating  transcription  factor  4)  in 














(bHLH‐Zip)  transcription  factors  that govern  fat metabolism  [80]. They are  synthesized as  inactive 
precursors bound to the endoplasmic reticulum (ER) [81]. Mammalian genomes have two SREBP genes, 
SREBP‐1, and SREBP‐2. SREBP‐1 has two distinct isoforms, SREBP‐1a and ‐1c, differing in their first 










not  clear  yet:  results  using  tissue  culture models  suggest  that  enhanced  lipogenesis  via  SREBP‐1 
induction is involved in senescence [85]. Blocking lipogenesis with fatty acid synthase (FAS) inhibitors 
and  via  siRNA‐mediated  silencing  of  SREBP‐1  and  ATP  citrate  lyase  attenuated  H2O2‐induced 




following calorie  restriction and  fail  to upregulate  factors  involved  in FA biosynthesis. SREBP‐1c  is 
shown  to  be  implicated  in  calorie  restriction‐associated  mitochondrial  activation  through  the 
upregulation  of  peroxisome  proliferator‐activated  receptor  γ  coactivator‐1α  (PGC‐1α),  a  master 
regulator of mitochondrial biogenesis [86]. In C. elegans, the homolog of mammalian SREBP‐1 (sbp‐1) 
in  complex with MDT‐15  (mediator‐15)  prevents  life‐shortening  effects  of  a  glucose‐rich diet. The 
upregulation of  the SREBP‐1/MDT‐15  transcription  factor  complex was necessary  and  sufficient  to 
mitigate the detrimental effects of a glucose‐rich diet to lifespan. SREBP‐1/MDT‐15 were able to reduce 
the levels of saturated fatty acids and moderated glucose toxicity on lifespan [87]. Finally, triple‐drug 
combinations  in nematode  (that  included mTOR  inhibition) and effectively prolonged  lifespan and 
improved  health  span,  resulted  in  increased  levels  of  monounsaturated  fatty  acids  (MUFAs)  in 
phosphatidylethanolamines (PEs) and phosphatidylcholines (PCs) membrane lipids [88]. The increase 
in MUFAs, as well as the synergistic lifespan benefits, required sbp‐1 (SREBP‐1) [88]. Overall, the data 




Studies  in  diverse  systems  have  shown  that HIF1,  a  heterodimeric  transcriptional  complex 
containing HIF‐1α and HIF‐1β,  is a target of the TOR pathway [89–92]. Increased mTOR and S6K 
activities enhance HIF‐1  levels under both normoxic and hypoxic  conditions  [89,91,93,94]. Under 
hypoxia,  HIF‐1α  is  stabilized  promoting  cells  adaptation  to  low‐oxygen  stress  [95].  HIF‐1 
overexpression  is expressed  in solid  tumours and  inhibition of HIF‐1 can prevent  tumour growth 
[96,97].  However,  TORC1  is  reported  to  control  growth  by  shifting  cells  from  oxidative 
phosphorylation to glycolysis, a phenomenon occurring in cancer cells, through increase of HIF1α 
translation which drives the expression of several glycolytic enzymes [98]. 
In  C.  elegans,  studies  have  shown  that  HIF‐1  can  modulate  lifespan  both  positively  and 
negatively.  For  instance,  stabilization  of  HIF‐1  increases  lifespan  and  health  span  through  a 
mechanism distinct from the  insulin‐like signalling pathway and  from dietary restriction  [99,100]. 
HIF‐1 was  found  to act  in parallel  to  the SKN‐1/NRF and DAF‐16/FOXO  transcription  factors  to 
promote longevity [99]. On the other hand, HIF‐1 is reported to modulate longevity in a nutrient‐
dependent  manner  and  the  hif‐1  loss‐of‐function  mutant  extends  lifespan  under  rich  nutrient 
conditions  but  fails  to  show  lifespan  extension  under  dietary  restriction  [101].  In  addition, 
inactivation of the maa‐1 (membrane‐associated acyl‐CoA binding protein 1), which  is a C. elegans 
paralogue  of  ACBP  (Acyl‐CoA‐binding  protein),  promotes  lifespan  extension  and  resistance  to 
different types of stress. HIF‐1 is required for the anti‐ageing response induced by MAA‐1 deficiency. 
This response relies on the activation of molecular chaperones known to contribute to maintenance 










through  proteasome‐dependent  degradation  of  c‐Myc.  The  mitochondrial  transcription  factor  A 





HIF‐1α  regulates  mitochondrial  biogenesis,  and  modulation  of  the  nuclear‐mitochondrial 
communication  during  aging  depends  on  PGC‐1α  [107].  Notably,  TORC1  balances  energy 
metabolism through transcriptional control of mitochondrial oxidative function via the YY1/PGC‐1α 




















complexes. The  43S preinitiation  complex  (PIC)  is  formed  from  40S  ribosomal  subunit,  initiation 
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factors  eIF3,  eIF1,  and  eIF5, while  a  ternary  complex  consists  of methionyl‐initiator  tRNA  (Met‐
tRNAi) and GTP‐bound eIF2. The m7G cap structure, situated at the 5′ end of mRNAs, is recognised 












thereby  enhancing  eIF4F  complex  formation  and  5′  cap‐dependent  translation.  In  the  context  of 










Another  critical downstream  target  of mTORC1  that  is  implicated  in  ageing  is  S6K.  S6K  is 
phosphorylated and activated by both PDK and mTORC1 [126]. In all organisms tested, from SCH9 
mutants  in  S.  cerevisiae  [127],  S6K/rsks‐1  RNAi  in  C.  elegans  [118],  S6KKQ  dominant  negative 
overexpressor flies [128], and to S6K1 null mice [129], deleting or down‐regulating of S6K results in 
longer  lifespan.  S6K  is  one  of  the  kinases  phosphorylating  ribosomal  S6  protein,  and  its  other 
translation  targets  include  eIF4B  and  eEF2K,  suggesting  S6K  can  regulate  both  initiation  and 
elongation step of protein synthesis  [126].  Intriguingly,  in mouse cells  from S6K1−/−S6K2−/− double 
knockout, global  translation as measured by polysomal profiles was not affected  [130]. However, 
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a healthy ageing perspective as  it  is well established  that  ribosomal mutants  live  longer  [142].  In 
worms, when rps6, rps11, and  rps22, are down‐regulated by RNAi,  lifespan  is extended  [118].  In 
yeast, replicative lifespan of 107 ribosomal gene deletion strains showed that the large 60S subunit 
mutants  are  long‐lived,  a  mechanism  that  resembles  dietary  restriction  involving  a  nutrient‐












lived  translation  mutants,  many  other  drugs  targeting  translation  machinery  are  predicted  to 
improve longevity and health [147]. 












ribosomal  yeast  mutants  have  shorter  chronological  lifespan  [154],  and  accuracy  in  yeast 
mitochondrial ribosomes positively correlates with longevity [155] (Figure 3). 









only  process  that  can  degrade  entire  organelles.  There  are  three  different  types  of  autophagy, 
microautophagy,  chaperone‐mediated  and  macroautophagy,  which  differ  in  the  way  cargo  is 
delivered to the lysosome; here we will refer to macro‐autophagy as autophagy [157,158]. 












degraded  by  lysosomal  hydrolases  upon  fusion  with  the  lysosome,  thereby  replenishing  the 
cytoplasm  with  amino  acids,  lipids,  and  nucleotides  [159,160].  Two  ubiquitin‐like  conjugation 
systems  are  critical  for  autophagosome  formation. These  systems  enable  covalent  conjugation of 
Atg8, a ubiquitin‐like protein, to phosphatidylethanolamine (PE) and its incorporation into the inside 
and  outside membranes  of  the  phagophore  [161,162]. Atg8  is  firstly  cleaved  by Atg4,  and  then 
lipidation  is mediated by Atg7,  the E1  enzyme,  and Atg3,  the E2  enzyme.  Its  localisation  to  the 
autophagic membranes is determined by the E3‐like Atg5‐Atg12 Atg16L complex, which is a second 
conjugation system driving the autophagy process. Autophagy proteins were discovered in yeast and 
more  than 30 of  them are now known,  including  the mammalian homologues of Atg8, LC3, and 
GABARAP proteins [163]. Atg8 interacts with different proteins that have LC3 interaction regions 
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mTORC1  inhibits  autophagy  by  regulating  different  autophagy  steps  as well  as  lysosome 








Moreover, mTORC1  is  shown  to  block  late  stages  of  autophagy  as well,  by  negatively  affecting 
endosome  to  lysosome maturation  through phosphorylation of UVRAG  (UV  radiation  resistance 
associated), an important regulator of mammalian macroautophagy/autophagy [172]. 




interventions  that  induces  autophagy  and promotes  health  and  longevity  [25,176]. Others  include 
overexpression of the Atg8a protein in Drosophila neurons which diminished accumulation of damaged 














clogged during ageing,  then  further autophagy  enhancement  could be detrimental and autophagy 
inhibition could be beneficial instead [183]. 
Overall, there are several points of interaction whereby mTORC1 signalling inhibits autophagy 
under  favourable growth  conditions. Autophagy  is  continuously  active  at basal  levels; however, 
mTORC1  inhibition  provides  a  degradation  boost,  cleansing  the  cell  of damaged  organelles  via 
autophagy, which is a particularly beneficial anti‐ageing intervention. There are several anti‐ageing 
drugs  that  exert  their  effect  by  increased  autophagy,  such  as  valproic  acid,  lithium,  trehalose, 











trials  in  various  phases  that  include  rapalogues  (a  class  of  allosteric mTOR  inhibitors  that  are 
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derivatives of  rapamycin)  and other mTOR‐related pharmacological  interventions  and  inhibitors 
(clinicaltrials.gov) is not surprising. The complexity and breadth of connections of mTOR signalling 
pathway with other nutrient‐ and growth factor‐responsive pathways  imposes great toxicity risks 
when using high doses of  inhibitors  [5,185] and optimal dosages and durations of  treatment are 
unknown factors [186]. The most common side effects are immunosuppression, hyperglycaemia and 




tissues  and  contribute  to  age‐related  pathologies,  including  cancer  [187].  For  example,  mTOR 





similarly  to yeast  lifespan  studies  [190].  In  the  same model,  exposure  to hypoxia  suppressed  the 
mTOR pathway, prevented senescent morphology and  loss of regenerative potential, maintaining 
reversible quiescence  [191]. Finally, dual mTORC1/C2  inhibitors  such as Torin1 and Torin2 were 
shown to suppress hypertrophy, senescent morphology and extend CLS of human fibroblasts even 
better compared to rapamycin, suggesting that at doses lower than anti‐cancer concentrations, pan‐
mTOR  inhibitors  could  be  developed  as  anti‐ageing  interventions  [192].  Research  in  delaying 
pathological aspects of human ageing and, therefore,  increasing health span has proven hard and 
elusive. Data  from  diverse  experimental  systems  including  human  cellular models  provide  the 
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